



生命科学専攻 松田研究室 田尾 尚大 
 
【研究目的】海洋性珪藻は、全地球一次生産の約 20％を担う主要植物プランクトンである。珪藻は HCO3-な
ど の 溶 存 無 機 炭 素 を 能 動 的 に 取 り 込 み 、 低 CO2 海 洋 環 境 で も 高 効 率 に CO2 固 定 酵 素
ribulose-1,5-bisphosphatecarboxylase/oxygenase (RubisCO) に基質を供給する CO2 濃縮機構  (CO2 
-concentrating mechanism: CCM) を有する。緑藻やラン藻の研究から、無機炭素輸送体と、HCO3-と CO2 の
平衡反応を触媒する炭酸脱水酵素 (CA) が協調的に働くことで、CCM が機能することが知られている。珪藻
は、2 次共生藻に特有な葉緑体四重包膜の膜間スペースをはじめ、細胞内の様々な区画に複数の CA を発現す
る。また、珪藻種間で CA サブタイプ及び局在に大きな多様性が報告されているが、珪藻 CA の細胞内分布
とCCM の機能関連は実験的に未証明である。本研究では、海洋性羽状目珪藻Phaeodactylum tricornutum に
おいて、本来 CA が存在しない細胞質と葉緑体ストロマに CA を発現させる異所発現と、内在性 CA である
ピレノイド局在型 PtCA1 のノックダウンを行い、それぞれの CA の局所的発現が CCM 機能に及ぼす影響の
解明を目的として研究を行った。 
 
【実験方法】P. tricornutum が本来持たない細胞質および葉緑体ストロマCA を発現させるために、ヒトCAII 
(hCAII) に GFP を付加したコンストラクト上流に葉緑体移行シグナルを繋げた (pre138::hcaii::egfp)および
繋げない(hcaii::egfp)プラスミドを作製し、P. tricornutum に導入した。これら GFP 融合タンパク質の発現
には、硝酸培地で発現を駆動する硝酸還元酵素プロモーター (PNR) を用いた。抗生物質耐性 (100 μg mL-1 
Zeocin) および GFP 蛍光による選抜を行い、GFP 蛍光を確認した株を低 CO2 環境で培養し、クラーク型酸
素電極により光合成パラメーターを決定した。次に、葉緑体ピレノイドに局在し、CO2 を HCO3-に変換する
ことで葉緑体からの無機炭素漏出を防いでいると予測される内在性β 型 CA (PtCA1) の機能を検証するため
に、PtCA1 RNAi 株を作成した。Ptca1RNAi 株は、低 CO2 環境かつ RNAi を誘導する硝酸培地および RNAi 
を誘導しないアンモニア培地の 2 種の培地で培養し、PtCA1 と PtCA2 の両方を認識する抗 PtCAs 抗血清
を用いたウエスタンブロットにより PtCAs タンパク質の蓄積量を、定量的 RT-PCR により Ptca1 の転写産
物量を測定した。Ptca1 の発現抑制が確認できた Ptca1RNAi 株においては、光合成パラメーターを決定した。 
 
【実験結果と考察】ストロマ及び細胞質への HCO3-（低膜透過性）の高濃度蓄積が無機炭素漏出のバリアと
なっている場合、ストロマ及び細胞質で CA を異所発現が、蓄積した HCO3-を膜透過性の高い CO2 へと変
換することにより、このバリアシステムを無効化、無機炭素への親和性低下をもたらすことが予測される。ス
トロマ発現型 pre138::hcaii::egfp 株は、野生型に比べ光合成の K1/2[DIC]値及び最大速度がわずかに上昇した。
一方、細胞質発現型 hcaii::egfp 株の光合成特性は不変だったが、著しい生育阻害が観察された。Ptca1 は
RubisCO を特異的に局在し CCM の中心的役割を担うとされるピレノイドに局在している為、この発現抑制
は CCM の阻害をもたらすと予測された。PtCA1 RNAi 株では、野生型に比べ光合成の DIC 親和性、最大速
度、及び生育速度が著しく低下した。これらの結果より、ストロマのフリーCA は CCM に貢献すること、ピ
レノイド局在型 CA は CCM に必須であること、および細胞質 CA は恐らく細胞質の pH ホメオスタシス等
に重大な影響を与えるが、CCM には直接関わらないことが分かった。このことより、珪藻 CCM の本質は細
胞質やストロマに HCO3-を高蓄積させることではなく、取り込んだ無機炭素を速やかにピレノイドにおける
固定反応に移動させ、さらにピレノイドで局所的に発生した CO2 の漏れ出しを、葉緑体４重包膜系のどこか
で防ぐことにあるものと推察される。 
